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(54) Title: MICROSCOPE WITH ADAPTIVE OPTICS SYSTEM 
(54) Bezeichnung: MIKROSKOP MTT ADAPTIVER OPTK 
(57) Abstract 

The invention relates to a microscope with an adaptive optics system in the 
observation beam, whereby a transmitting wave firont modulator is positioned 
advantageously between the objective and the tube lens or a reflective wave 
front modulator is connected via beam splitters. Hie tovcntion also relates to 
a microscope wifli an adaptive optics system in the illuminating beam. The 
invention further relates to a laser scannhig microscope comprising at least one 
adaptive optics system positioned downstream from the laser in the optical beam 
and advantageously a first adaptive optics system for coarse focusing and a second 
adaptive optics system for fine focusing, whereby the adaptive optics system can 
be configured as reflective wave front modulator and die laser as short pulse laser. 
In addition a combmation with a pre-diirp unit can be provided for, 

(57) Zusammen&ssung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Mikroskop mit adaptiver Optik im 
Bcobachningsstrahlengang, wobei sich vorteilhaft zwischen Objektiv und 
TXibuslinse ehi transmittierender Wellenfrontmodulator befindet oder ein 
reflcktivcr Wellenfrontmodulator tiber Strahlteiler eingekoppelt wird, sowie 
auf ein Mikroskop mit adaptiver Optik im Bcleuchtungsstrahlengang. Die 
Erfindung bezieht sich weiteihin auf ein Laser - Scanning - Mikroskop mit 
mindestens eincr dem Laser fan Stiahlengang nachgeordneten adaptiven Optik 
vorteilhaft mit einer ersten adaptiven Optik zur Grob- und einer zweiten 
adaptiven Optike zur Feineinstellung, wobei die adaptive Optik als rcflcktierender 
Wellenfrontmodulator und der Laser als Kurzpulslaser ausgebildet sein k&nnen 
und weiterhin eine Kombhiation mit einer Prechlrp - Einheit vorgesehen sein 
kann. 
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lite! 

Mikroskop mit adaptiver Optik 

5 Gebiet der Erfindunq 

Die Erfindung bezleht skh auf die Erweiterung gangiger Mikroskope urn eine adaptive 
Optik im Beobaclitungs- und/oder Beleuclitungsstrahiengang eines Mikroskops. Ais adap- 
tive Optik sind hierbei optisch wirksame Baugruppen zur Wellenfrontmodulatlon zu ver- 
stehen. Die adaptive Optik verandert die Phase und/oder die Amplitude des Lichtes gezielt 
10 derart, daR sowohi eine Verschiebung und Formung des Fokus im Objektraum, als aucli 
eine Korrektur von eventuellen Aberrationen bewirkt wird. Die mogllchen Einsatzgebiete 
umfassen die konfokale Mikroskople, die lasergestutzte Mikroskopie, die konventionelie 
Lichtmikroskopie und die analytisclie IVIikroskopie. 

15 

Stand der Technik 

Die vorliegende Erfindung gelit von folgenden bislierigen Veroffentlicliungen aus: 

US 4,408,874; W. Zinky, L Rosenberg; 1981/1983: ..Mechanlscli oder pneumatisch 
20 deformlerbares optisclies Element zur astigmatischen VergroRerungseinstellung fur 

Abbildungssystemen in der Lithographie". 

EPO 0098969 Bl; J. Arnaud; 1983/1987: ..Deformierbares optisches Element zur 
astigmatischen Korrektur". Die Dicke der Spiegelmembran varliert uber die Fiache, 
so da& beim Durchbiegen durch externe Krafte die Membran eine zuvor berechnete 

25 Form annimmt. 

EPO 0307354 Bl ; H. Choffat; 1988/1992: „Ringanordnung aus bimorphen Pie- 
zoschichten zur axialen Feinverstellung von Komponenten, z.B. Mikroskopobjektive". 
US 5,142,1 32; B. l^acDonald. R. Hunter, A. Smith; 1990/1992: ,.Adaptiv gesteuertes 
optisches System zur Waferherstellung (Stepper)". Das adaptive Element steuert den 

30 Fokus und korrigiert Aberrationen. Das Fehlersignal fiir die Korrektur wird aus dem 

vom Wafer ruckreflektierten Licht durch Interferenz mit dem ursprungiichen Licht 
gewonnen. EIn genaues Verfahren zur Aberrationskorrektur wird nicht angegeben. 
DP DE 3404063 C2; A. Suzuki, IVI. Kohno; 1984/1993: ..Gekrummte durchlassige 
Membran im Strahlengang eines Abbiidenden Systems zur Korrektur von Abbil- 

35 dungsfehlern, besonders der lateralen Fokusablage". 

US 5,504,575; R. Stafford; 1993/1996: „Spektrometer, basierend auf raumlichem 
Lichtmodulator und dispersivem Element". Es werden Fasern und optische Schalter / 
flexiblen Spiegel verwendet, urn das Licht nach Durchgang durch das dispersive 
Element auf den Detektor zu schalten. 
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EPO 167877; Bille, Heidelberg Instruments; 1985 angemeldet: ..Ophtalmoskop mit 
adaptlvem Spiegel". 

Der Beschreibung der vorliegenden Erfindung liegen folgende Beg riff sbestlmmungen zu- 
5 grunde: 

„Wellenfrontmodulator** Im Sinne dieser Erfindung eine Elnrlchtung zur gezlelten 
Beeinflussung der Phase und/oder der Amplitude einer LIchtwelle. Baslerend auf el> 
nem reflektierenden optischen Element (deformierbarer Spiegel, elektrostatisclie An- 

10 steuerung oder durcli ein Piezoarray angesteuert oder als bimorpher Spiegel) Oder 

einem transmittlerendem optischen Element (LCD oder ahnliche Einheit). Dieses 
kann kontinuierlich oder segmentiert aufgebaut sein. Insbesondere konnen die 
Segmente zur Ansteuerung der jeweiligen Problemstellung angepaBt werden. 
..Aberrationen im Mikroskop": Die bei einem defokussierten Betriebsmode auftreten- 

15 den Aberrationen des Mikroskopobjektives lassen sich kategorisieren in prinzipiell 

korrigierbare und nicht korrigierbare Anteile. Ursachlich konnen die Aberrationen 
eingeteilt werden in durch das Objektiv verursachte, durch die weitere Abbildungs- 
optik des Mikroskops verursachte und letztlich durch das Praparat selbst verursach- 
te Aberrationen. 

20 - „Ansteuerung des Wellenfrontmodulators": die Ansteuerung des Wellenfrontmodula- 
tors erfolgt durch einen Rechner mit Hilfe geeigneter Software. Die erforderlichen 
StellgroBen sind entweder zuvor berechnet worden (offline) oder werden aus gemes- 
senen Gr6Ren berechnet (online, z.B. durch einen Wellenfrontsensor oder durch 
Vermessung der Punkthelligkeit im Zwischenbild). 

25 

^eschreibuna der Erfindung 

Sowohl bei der konventionellen Licht- als auch bei der lasergestutzten Mikroskopie muB 
der Fokus des Objektivs mit hoher Prazision sowohl entlang der optischen Achse als auch 
30 lateral verschoben werden. Bel konventionellen l^ikroskopen geschieht dies durch mecha- 
nische Verschiebung des Objekttisches bzw. des Objektives. Zudem sind im Falle einer 
Beleuchtung mittels Laserstrahlung Verschiebungen im Objektraum notwendig. Es ergibt 
sich damit die Notwendigkeit einer dreidimensionalen Fokusfiihrung im Objektraum, 

35 Die Aufgabe der Erfindung besteht darin^die axiale Verschiebung des Fokus im Objek- 
traum ohne Veranderung des Abstandes zwischen Objektiv und Objekt zu erreichen. 

ErflndungsgemaR ist vorgesehen, diese Verschiebung an der Wellenfront des Strahlengan- 
ges vorzunehmen. Dabel entspricht die axiale Verschiebung des Fokus im Objekt einer 
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sph&rischen Verdnderung der Wellenfront, die laterale Verschiebung einer Kippung der 
Wellenfront. ErfindungsgemaK werden auch Aberrationen im Strahlengang durch Verdnde- 
rung der Wellenfront ausgeglichen. Diese Manipulatlonen werden In eIner Pupillenebene 
des Strahlenganges vorgenommen. 

5 

Um bel der konventionellen Lichtmikroskopie im Beobachtungsstrahlengang eine axiale 
Verschiebung des Folcus im Objektraum ohne eine VerSnderung des Abstandes Objektiv 
zu Objekt zu erreichen, mu& die Wellenfront in der Pupille des Objektivs oder einer zur 
Puplllenebene aqulvalenten Ebene sphariscli verformt werden. Eine solche Verformung 
10 kann durch einen Wellenfrontmodulator. namlich einen Wellenfront-Phasenmoduiator. er- 
reicht werden. 

Fig.l und Fig. la zeigen einen schematischen Abbildungsstrahiengang eines Lichtmikro- 
skopes mit einem betrachteten Objekt. einem Objektiv und einer Tubuslinse zur Erzeu- 
15 gung eines Zwischenbildes, das mit Okularen (nicht dargestellt) betrachtet werden kann. 
Zwischen Tubuslinse und Objektiv ist erflndungsgemaii ein Welienfrontmodulator ange- 
ordnet. Die nach dem Objektiv gekrummte Wellenfront wird durch den Wellenfrontmodula- 
tor korrigiert, indem die Abberrationen des Objektivs ausgeglichen werden. 

20 Berechnungen haben gezeigt, daR bel Krummungsradien der Wellenfront In der Pupille 
zwischen -S.Om und 1.5m der Fokus um mehr als 1,5mm verschoben werden kann. Dies 
ist abhangig vom verwendeten Objektiv; im angegebenen Fall beziehen sich die Angaben 
auf das Epiplan-Neofluar 20x/0.5. Verschiebungen im Bereich einiger zehn Mikrometer 
reichen In den meisten Fallen bereits aus. WIe die mathematischen Rechnungen weiter 

25 gezeigt haben wird das Interval! einer moglichen Fokusverschiebung mit steigender Ver- 
groRerung des Objektives geringer. Da das Objektiv jedoch nicht fur diese spharisch ver- 
formte Wellenfront in der EIntrlttspupille berechnet und konstruiert ist, sind Aberrationen 
durch das Objektiv bei der Defokussierung nicht zu vermeiden. 

30 Eine solche Fokusverschiebung ohne mechanische Beelnflussung des Objektives hat meh- 
rere Vorteile. Zum einen wird durch den festen Arbeitsabstand von Objektivfrontlinse zum 
Objekt jegliche mechanische Beelnflussung des Objektes durch das Mikroskopobjektiv 
eliminiert. Es wird damit z.B. erst moglich am statischen, wasserimmergierten Objekt 
schnlttweise Biidaufnahmen mit unterschiedlicher Tiefenlage der Beobachtungsebene 

35 durchzufiihren. Eine solche Technik scheiterte bisher an der mechanlschen Verformung 
des Objektes und seiner Umgebung durch mechanlschen Druck auf das Praparat. 

Durch den festen Arbeitsabstand am Mikroskop ergeben sich auch Vorteile bei der analyti- 
schen Untersuchung von Proben Im biomedizinischen Bereich. Bei der Verwendung von 
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Mikrotiterplatten kann eine Korrektur von Aberratlonen, die von der Mikrotiterplatte her- 
rUhren. ausgeglichen werden. Die Mikrotiterplatte kann optlsch in den Strahlengang ein- 
bezogen und das Mikroskopobjektiv teilwelse (so z.B. die Frontlinse) in die Mikrotiterplatte 
integrlert werden. 

Fig. lb zeigt beispielhaft eine Ausfuhrung eines Liclitmlkroskopes mit deform ierbaren 
Spiegein, die die Wellenfront in Richtung der Tubusllnse korrigleren. Eine erste und eine 
zweite Modulatoranordnung werden uber einen Strahlteiler zwischen Objektiv und Tubus- 
llnse In die Abbildung einbezogen. Vor den Modulatoranordnungen sind Jewells noch Op- 
tiken zur Pupillenanpassung vorgesehen. Auf derartige Anordnungen wird nocli In Verbln- 
dung mIt Fig.7 nahier eingegangen. 

Durch eine geelgnete Verformung der Wellenfront durch den Wellenfrontmodulator ist 
auch eine Korrektur von Aberratlonen durch das Praparat und die Probenumgebung mbg- 
llch. Dies ist in Flg.2 dargestellt. Hier wird die durch Abberationen verzerrte Wellenfront 
durch den zwischen Objektiv und Tubusllnse angeordneten Wellenfrontmodulator korrl- 
giert. Dazu relchen jedoch die spharischen Anteile in der Wellenfrontkorrektur nicht aus. 
es mussen aspharische Anteile hinzugenommen werden. Fur die rotationssymmetrischen 
Aberratlonen (alle Terme der spharischen Aberration hoherer Ordnung) reichen ringformi- 
ge Aktuatoren aus. Fur die winkelabhangigen Aberrationen miissen segmentlerte Aktuato- 
ren verwendet werden 

(Fig.4). Diese konnen entweder miteinander im selben Wellenfrontmodulator integriert 
werden, oder man setzt zwei unabhanglge Modulatoren in verschiedenen Pupillenebenen 
ein. Im ersten Fall skaliert die Anzahl der Aktuatoren quadratisch mit der geforderten 
Auflosung. im letzteren linear, was geringeren Aufwand an Ansteuerelektronik bedeutet. 

Die derzeit gangigen Phasenmodulatoren sind in ihrer Amplitude und Ihrem maximal er- 
zeugbaren Phasengradienten begrenzt. Dies begrenzt wiederum die Korrekturm6glichkei- 
ten weitab vom Arbeitspunkt des Objektives. Denkbarer Ausweg Ist die Komblnatlon von 
adaptiver Optik mit konventioneller Clasoptik. Letztere dient dabel zur Erzeugung eines 
groBen Phasengradienten bzw. grolier Wellenfront-Amplituden, die Feinabstimmung wird 
durch die adaptive Optik erreicht. 

Bel einer Verschiebung zu grolierem Fokusabstand tritt, bedingt durch die erforderliche 
konvexe Wellenfront in der Pupille, eine Vignettierung ein. die zu einer geringeren Licht- 
ausbeute bzw. einer verringerten nutzbaren Apertur fuhrt, Diese Einschrankung ist kon- 
struktionsbedlngt und kann im Prinzip zukunftig bei der optischen Auslegung eines Ob- 
Jektlvs berucksichtigt werden. 
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Bei der Verschiebung des Fokus entstehen daruber hinaus Aberrationen im Strahlengang, 
die zu Verzerrungen des Bildes fuhren konnen. Zur Korrektur dieser Aberrationen konnen 
der Wellenfront wie oben angedeutet nicht-spharische Anteile uberlagert werden. Nach 
mathematlschen Berechnungen kann bereits mit geringen rotationssymmetrischen Antei- 
5 len der Ordnung r^ und r* (spharische Aberration hoherer Ordnung) an der Wellenfront 
eine erhebliche Blldverbesserung errelcht werden (Strehlverh^iltnis >9d%), 

Ein weiterer Vorteil des Verfahrens liegt im achromatlschen Verhalten eines reflektions- 
basierten Wellenfrontmodulators. Bei geeigneter Beschichtung des Membranspiegels kann 

10 der gesamte Spektralberelch vom tiefen UV bis hin zum fernen IR phasenmoduliert wer- 
den. Chromatlsche Aberrationen sind (bis auf Absorptionseffekte) ausgeschlossen. Daraus 
ergeben sich neue Verfahren der chromatischen Korrektur in der Bilderzeugung. Die Be- 
leuchtung wird dazu sequentiell auf unterschiedliche Wellenlangen eingestellt, wobel fUr 
jede der Individuellen Wellenlangen der WeUenfrontmodulator auf die geeignete optische 

15 Korrektur eingestellt wird. Man erhalt so einen Satz von chromatisch optimal korrigierten 
Bildern, die uberlagert eine WelBlichtaufnahme hoher Farbkorrektur ergeben, welche bei 
Verwendung klassischer Clasoptik so nicht erreicht werden kann. Prinzipiell kann damit 
ein Objektiv mit WeUenfrontmodulator auf beliebig viele Wellenlangen im optisclien Spek- 
trum optimal korrigiert werden. 

20 

Zur Verschiebung des Fokus und zur Korrektur von spharischen Aberrationen haben die 
erforderlichen Wellenfronten zunachst lediglich rotationssymmetrischen Charakter. Zur 
Erzeugung solcher Wellenfronten in der Pupllle des Mikroskopobjektivs muB die adaptive 
Optik eine Verteilung der Aktuatoren mit zum Rand hin zunehmender Ortsfrequenz auf- 
25 weisen (Fig.4), da am Rand der groRte Gradient in der Wellenfront auftritt. 

Fig.4 zeigt verschiedene Aktuatorstrukturen, mit zunehmender Ortsfrequenz in Fig. 4a bis 
Fig.4c sowie mit Segmenten in Flg.4d zur Korrektur beispielsweise von Astigmatismus und 
Koma. 

30 

Bei einer kameragestutzten Bildaufnahme tritt besonders bei hoher raumlicher Auflosung 
der Effekt des Pixelmismatchings auf, Dabel 1st das Mikroskopbild gegen die Kamera ver- 
schoben, so daft die einzelnen Bilder des Videosignals raumlich verschoben sind. Dieses 
Problem laBt sich durch eInen variablen Kippantell in der Wellenfront des abzubildenden 
35 Signals beseitigen. Durch eine geeignete Regelung kdnnen die Zitterbewegungen des Bild- 
signals ausgeregelt und somit ein statisches Bild erzeugt werden. 

Ein anderes Problem der kameragestutzten Bildaufnahme ist die Bildfeldwolbung. Durch 
die Verwendung eines Wellenfrontmodulators Im Abbildungsstrahlengang kann wahrend 
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des Betriebes die Bildfeldw5lbung auf Kosten anderer Parameter wie chromatische Korrek- 
tur verbessert werden. 

Im Beleuchtungsstrahlengang lassen sich bei der konventionellen Lichtmikroskopie durch 
5 den Einbau adaptiver Optik eine flexible Auslegung der Optik, Verbesserung der optischen 
Elgenschaften des MIkroskops sowie neue Beleuchtungsteciiniken realisieren. In ahnlicher 
Weise wie im Beobaclitungsstrahlengang kann ein Wellenfront-Phasenmodulator die Ab- 
bildung des Beleuclitungsbrenners (oder ggf. des Lasers) in die Objektebene optimieren. 
Ebenso kann bei kritischer Beleuchtung eine gleichmaRige Ausleuclitung des Objektrau- 
10 mes eingestellt werden. Fig. 3 zeigt einen Wellenfrontmodulator zwischen Koliektor und 
Kondensor . die einem Beleuchtungsbrenner nacligeordnet sind, 

Mit einem Wellenfront-Amplitudenmodulator kann die Beleuclitungsintensitat in der Ob- 
jektebene raumlich bezQgllch IntensitSt und Homogenitat optimiert werden. Prinzipiell 1st 
15 so ein Pupllleneingriff machbar. Durch gezielte Veranderung des Kippanteiles der Wellen- 
front kann eine scliiefe Beleuchtung des Objektraumes erreicht werden. 

In der konfokalen Mikroskopie bzw. Im Laser'Scan-Mlkroskop sind durch die Verwendung 
von Laserllcht zur Beleuchtung die Anwendungen noch leichter realisierbar als In der klas- 
20 sischen Lichtmikroskopie. 

So bietet bei der Venwendung eines Lasers in der Beleuchtung der Einsatz eines Wellen- 
frontmodulators bereits bei der EInkopplung In die Beleuchtungsfaser Vorteile. Hier sind 
variable Anpassungsoptlken realisierbar, deren Brennweiten und Abbildungsverhaltnis 

25 abhangig von den Strahlelgenschaften der (des) Laser(s) und der verwendeten Faser(n) 
einstellbar ist, urn eine optimale Fasereinkopplung zu erreichen. Anordnungen auf dem- 
selben Prinzip konnen auch bei der Kopplung von Beleuchtungsfasern auf die IVIikrosko- 
poptik eingesetzt werden. Durch die Schnelligkeit der Modulatoren sind auch zeitaufgelo- 
ste Messungen und Muitiplexverfahren realisierbar, um zwischen einem oder mehreren 

30 Lasern und verschiedenen Fasern umzuschalten. 

Bei der konfokalen Abbildung kann die Transmission durch das deflnierende Pinhole dy- 
namisch angepa&t werden. Sowohl Lage als auch Durchmesser des Fokus ist in weiten 
Grenzen variabel. Der oder die Beleuchtungslaser konnen so optimal gemaR der jeweiligen 
35 Anforderungen justiert werden. Welter kann auch die Kontur der Lichtverteilung des Fokus 
dem Pinhole angepaBt werden. Nicht nur rotationssymmetrische, sondern auch andere 
Umrisse, wie rautenfbrmige oder rechteckige Aperturen, die in real verwirklichten Pinholes 
immer vorkommen, konnen damit angepafit und auf maximale Transmission oder mini- 
male BeugungsverluRte optimiert werden. Eine solche Optimierung kann einerseits sta- 
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tisch durch zuvor berechnete Parameter eingestellt werden oder wMhrend des Betriebs auf 
bestimmte. zu optimierende Parameter geregelt werden. 

WIe bei der klassischen Lichtmlkroskopie auch laSt sich die chromatische Korrektur ab- 
hangig vom verwendeten Beleuchtungslaser einstellen. Durch die Verwendung schneller, 
synchron angesteuerter Wellenfrontmodulatoren In der Lasereinkopplung, der Beleuch- 
tungs- sowie der Aufnahmeoptik kOnnen sequentlell Bilder bei unterschiedlicher Wellen- 
lange, jeweils optimal chromatlsch korrigiert, aufgenommen werden. 

Kurze Beschreibuna der Zeichnunaen 

Die Erfindung soli anhand von Ausfiihrungsbeisplelen naher erlautert werden. Die zugeho- 
rigen Zelchnungen zeigen in 

Fig.l und Fig.la den schematischen Abbildungsstrahlengang eines LIclitmlkroskopes 
Fig.2 die Korruktur einer durch Abberationen verzerrte Wellenfront mit einem 

zwischen Objektiv und Tubuslinse angeordneten Wellenfrontmodulator 
Pig 3 einen zwischen Kollektor und Kondensor angeordneten Wellenfrontmo- 

dulator zur EInstellung einer gleichmaRigen Ausleuchtung des Objek- 
traumes 

Fig.4 verschiedene Aktuatorstrukturen, darunter In Fig.4a bis Fig.4c mIt zu- 

nehmender Ortsfrequenz und In Fig.4d mit Segmenten 

Pig 5 verschiedene Ausfuhrungen von Wellenfrontmodulatoren, darunter mit 

elektrostatischen (Fig. 5a), piezogesteuerten (Fig. 5b) und bimorphen 
IMembranen (Fig. 5c) als Stellelemente 

Pjg.6 Wellenfrontmodulator mit elektrostatischem Membransplegel 

Pig. 7 das Prinzip eines Laser-Scanning-Mikroskops mit einem Kurzpulslaser 

Fig.8 den prinzipiellen Aufbau einer Prechlrp-Einhelt 

Ausfuhrliche Beschreibuna der Z elchnungen 

In Fig. 5 sind verschiedene Ausfuhrungen von Wellenfrontmodulatoren dargestellt, wie sie 
derzeit erhaltlich sind. So sind etwa transmittierende IVIodulatoren auf LCD-Basis, wie In 
Fig.5d dargestellt, verfugbar oder auch reflektierende Modulatoren mit beweglichen Mem- 
branen. Letztere wiederum konnen nach der Art ihrer Stellelemente unterschieden werden: 
elektrostatische (Fig. 5a), piezogesteuerte (Fig.Sb) und bimorphe Membranen (Fig.Sc) als 
Stellelemente. Obwohl sich die Erfindung auf Wellenfrontmodulatoren allgemein bezieht, 
hat der elektrostatische Membransplegel wegen seiner zahlrelchen Vorteile den Vorzug. 
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Ein solcher mikrofabrizierter monolithischer Membranspiegel. der in Fig. 6a und Flg.6b 
deutlicher mit Membran M und Ansteuerelektroden E dargestellt 1st, zelchnet sich durch 
hohe Ebenheit und gute optische Qualitat der reflektierenden Flache (< V20), geringe 
Baugrolie (2mm bis 20mm), hysteresefrele Ansteuerung mit niedrigen Spannungen (< 
5 lOOV), hohe mechanische Grenzfrequenz der Membran (mehrere MHz). groBer Hub 
(«100pm) und damit kleiner Krummungsradius (bis herunter zu Im) und in weiten Cren- 
zen variabler Aktuatorstruktur mit hoher rSumlicher DIchte aus. Die minimale Aktuator- 
groRe ist letztlich nur durch die Bedingung begrenzt, daS diese groRer sein muB als der 
Abstand Elektrode zu Membran. 

10 

Der gro&e Vorteil des elektrostatischen Membranspiegels llegt in der Tatsache, daR zur 
Einstellung einer parabolischen Form lediglich ein konstantes Potential an die Aktuatore- 
lektroden angelegt werden muB. Die parabolische Form des Splegels ergibt sich bei kon- 
stanter Ansteuerung der Elektroden aus dem physikalischen Verhalten der Membran (kon- 
15 stante Flachenkraft). Man kann also mit geringer Dynamik In der SteuergroBe. also der 
angelegten Spannung, eine groBe Dynamik In der StellgroBe (Spiegelhub) erreichen. 

Fig. 7 zeigtein Laser-Scanning-Mikroskop mit einem Kurzpuislaser, insbesondere zur 
Mehrphotonenanregung, das im folgenden naher eriautert wird. 

20 

Im Falle mchtlinearer Prozesse hangt das detektlerte Signal von der n-ten Potenz der An- 
regungsintensitat ab. Zur Anregung sind hohe Intensitaten nbtlg. Diese hohen Intensity- 
ten erzielt man durch den Einsatz von Kurzpulslasern und die anschlieBende beugungs- 
begrenzte Fokusslerung mit Mikroskopobjektiven. Ziel der Anordung ist es deshalb den 
25 Fokus moglichst klein (d.h. ideal) und die Pulslange moglichst kurz in der Probe zu reali- 
sieren. Somit konnen hohe Intensitaten in der Probe erzielt werden. Nichtlineare Prozesse 
sind zum Beispiei die Multi-Photonen-Absorption, Generierung der Oberflachen Zweiten 
Harmonischen (SSHG) sowie der Zweiten Harmonischen (SHG), zeitaufgeloste Mikroskopie. 
OBIC. LIVA usw. 

30 

Die Erfindung nun anhand der Zwei-Photonen Mikroskopie nSher erlSutert werden. Dabei 
wird von folgendem Stand derTechnik ausgegangen: 

Aus WO 91/07651 ist ein Zwei-Photonen-Laser-Scanning-Mikroskop bekannt, mit Anre- 
35 gung durch Laserpuise Im Subpicosekundenbereich bei Anregungswellenlangen im roten 
Oder infraoten Bereich. Die Veroffentllchungen EP 666473A1. WO 95/30166, DE 4414940 
Al beschrelben Anregungen im PIcosekundenbereich und daruber. mit gepulster oder 
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kontinuierlicher Laserstrahlung. Ein Verfahren zum optlschen Anregen einer Probe mittets 
einer Zwel- Photonen-Anregung 1st in DE C2 4331 570 beschrleben. 

Das Gebrauchsmuster DE 29609850 beschreibt die Einl<opplung der Strahiung von Kurz- 
5 pulslasern in einen mikroskopischen Strahlengang uber Lichtleitfasern, Hier 1st zwischen 
Laser und LIchtleltfaser eine optische Anordnung zur welleniangenabhangigen zeitlichen 
Verlinderung der Laserpulse vorgesehen. die aus mindestens zwei optischen Elementen, 
beispielhaft Prismen oder Spiegeln. besteht. Mit dieser optischen Anordnung ist der zeitli- 
che Unterschied verschiedener Wellenlangen der Laserpulse einstellbar, indem der Ab- 
10 stand zwischen den optischen Elementen verandert wird. 

BekanntermaBen eroffnet die Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie gegenuber der kon- 
ventlonellen Ein-Photonen-Fluoreszenzmikroskople grundsatzlich folgende IVloglichkeiten: 

Realisierung einer nichtlinearen Anregungswahrscheinlichkeit hhv = ^' 
15 folgenden Vorteilen: 3D-Diskrlminierung, d.h. Tiefendiskriminierung ohne Verwen- 

dung einer konfokalen Blende; Ausbleichen bzw. Zerstorung der Zellen findet - wenn 
uberhaupt - nur im Fokus statt; Verbessertes Signal- / Rauschverhaltnis; Einsatz 
neuer Detektionsmethoden, wie z.B. non-descanned detection; 
Die NIR-Anregung mit Femtosekunden-Lasern besitzt fur die Untersuchung von bio- 
20 logischen Praparaten nachstehende Vorzuge: Arbeiten im Bereich des optischen 

Fensters fur bloiogische Praparate (700-1400 nm) wegen geringer Absorption, des- 
halb auch zur Untersuchung von Lebendpraparaten geeignet; niedrige Belastung der 
Zellen wegen geringer mittlerer Anregungsleistung; hohe Eindringtiefen infolge ge- 
ringer Streuung; 

25 - Die Anregung von sogenannten UV-Farbstoffen ohne Verwendung von UV-Licht be- 
deutet, daB keine UV-Optiken notig sind; 

Bel der Zwei-Photonen-Anregung liegen breitbandige Anregungsspektren der Farb- 
stoffe vor, daher ist die Anregung verschiedenster Farbstoffe mit nur einer Anre- 
gungswellenlange mogiich. 

30 

Beim Durchgang ultrakurzer Pulse durch ein dispersives Medium, z.B. Clas oder Praparat 
treten insbesondere folgende Effekte auf: 

Croup Velocity Dispersion (CVD): Femtosekunden-Laserimpulse besitzen eine spektrale 
.35 Breite von mehrenen Nanometern. Die rot verschobenen Wellenlangenantelle propagieren 
schneller durch ein positiv dispersives Medium (z.B, Clas) als die blau verschobenen Wel- 
lenlangenantelle. Dadurch kommt es zu einer zeitliche Verbreiterung der Pulse und damit 
zu einer Verringerung der Peakleistung bzw. des Fluoreszenzsignales. 
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Eine Prechirp-Einheit (Prismen-, Gitterpaar oder Kombination aus belden) stellt ein negativ 
dispersives Medium dar, das heiRt blau verschobene Wellenlangenanteile propagieren 
schneller als rot verschobene. Mit Hilfe einer Prechlrp-Elnheit kann somit die Croup Veloci- 
5 ty Dispersion l<ompenslert werden. 

Propagation Time Difference (PTD): Die Claswege entlang des Strahlquerschnittes sind 
unterschiedlich (sielie Fig4). Dadurcli kommt es zu einer r^umliclien Vergr6Kerung des 
Fokus, wodurcli eine Verrlngerung des Auflosungsvermogens und der Peakleistung bzw. 
10 des Fluoreszenzsignales eintritt. 

Die Kompensation dieses Effektes kann mit Hilfe eines Welienfrontmodulators, beispiels- 
weise einem adaptiven Spiegel, erfolgen. Mit einem Modulator dieser Art kann die Phase 
und die Amplitude der Lichtwelle im Anregungsstrahlengang gezlelt beinflu&t werden. Als 
IS Modulator ist ein reflektlerendes optlsches Element (z.B. deformierbarer Spiegel) oder ein 
transmittierendes optlsches Element (z.B. LCD) denkbar. 

Wellenfrontdistorsion durch Streuung und Diffraktion/ Refral<tion: Diese Stbrungen konnen 
zum einen durch die verwendeten Optiken selbst und zum anderen durch das Praparat 
20 verursacht werden. Durch die Wellenfrontdistorsion kommt es wie beim zweiten Effekt 
ebenfalls zu Abweichungen vom idealen Fokus. Auch 'dieser Effekt kann mit einem Wellen- 
frontmodulator (wie bereits dargestellt) kompensiert werden. 

Die vorgenannten Effekte sInd in der Regel abhangig von der Eindringtlefe in das Praparat 
25 Insofern werden mit der erfindungsgemaRen Anordnung die Effekte CVD, PTD und Wellen- 
frontdistorsion synchron als Funktion der Eindringtlefe in das Praparat kompensiert, um 
tm Fokus des Praparats, auch bei hohen Eindringtlefen, kurze Pulslangen und einen mog- 
lichst ideal kleinen Fokus erzielen zu konnen. 

30 Ein mdglicher Aufbau der Vorrichtung ist beispielhaft in Fig7 gezeigt. Die Strahlung eInes 
Kurzpulslasers KPL gelangt in eine Prechirping-Elnheit PCU und von dieser iiber Strahltei- 
ler STl und Strahlteiler ST2, ST3 auf zwei adaptive optische Elemente ADl , ADZ. Das erste 
Elemente ADl (course) wird fur die Crobelnstellung der Wellenfront genutzt. Damit ist es 
moglich den Fokus in z-Richtung zu verschieben. Mit dem zweiten Element AD2 (fine) wer- 

35 den die Wellenfrontdistorsionen und die PTD-Effekte ausgegllchen. Das Laserlicht gelangt 
uber Strahlteiler DBS , x/y - Scaneinhelt, Optik SL, TL, Spiegel SP und das Objektiv OL auf 
das Objekt. Das vom Objekt kommende Licht gelangt zuruck iiber Strahlteiler DBS , Linse 
L , Pinhole PH und Filter EF auf einen Detektor, hier belspielsweise ein Photomultiplier 
PMT, der seinerseits wie auch PCU, ADl . und ADZ mit einer Controleinheit verbunden ist. 
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Hierdurch kann beispielsweise die Einstellung der adaptiven Elemente AD1 , AD2 sowie der 
Prechirping - Einheit erfolgen, bis am PMT eln maximales Signal anilegt. Besonders vortell- 
haft 1st der dargestellte Strahlengang fur eln inverses Mikrosl<op, bei dem die Beobach- 
5 tung „von unten" erfolgt, wobei der Vorteil darin besteht, daR die Probe fur eventuelle Ma- 
nipulationen im vollen Umfang zuganglich bleibt. 

Fig.6 zeigte bereits den prinziplellen Aufbau eines adaptiven Spiegels. Er bestelit aus el- 
ner hochreflektierenden Membran (z.B. Siliziumnitrat) und aus einer Struktur mit Elektro- 
10 den. Durch eine gezlelte Ansteuerung der einzelnen Elektroden kann die dariiberllegende 
Membran deformiert werden und so die Phasenfront des Laserstrahles beeinfluRt werden. 
Es konnen somit die Deformationen des Phasenfront, die beim Durchgang der Pulse durch 
das System und die Probe entstehen, kompenslert werden. 

15 Die Prechirp-Einheit kann aus einem oder mehreren Prismen oder Cittern oder aus elner 
Komblnation beider bestehen. Hierzu zeigt Fig.8 mogliche Anordnungen, so in Fig. 8a mit 
vier Prismen, in Fig. 8b mit vier Cittern und In Fig. 8c mit Prismen und Cittern. Die Funkti- 
onsweise soil anhand eines Prismenkompressors in Fig. 8a naher eriautert werden. Die 
spektrale Breite eines Femtosekunden-Laserpulses betragt mehrere Nanometer. Beim 

20 Durchgang des Laserstrahles durch das erste Prisma wird der Strahl spektral in seine 
Komponenten zerlegt. AnschlieRend durchlaufen die spektralen Komponenten Im zwelten 
Prisma unterschiedllche Glaswege. Dadurch werden rotverschobene Wellenlangenantelle 
gegeniiber den blauverschobenen zeltlich verzbgert. Die Prechirp-Einheit wirkt somIt wie 
ein negativ disperslves Medium und eine Kompensation der CVD ist mit mogllch. 

25 

Erst durch die Verwendung der oben beschriebenen Vorrlchtung konnen die Vortelle der 
Anregung nichtlinearer Prozesse vollstandig genutzt werden und eine Verwendung von 
Low-Power Femtosekunden-Lasern auch bei hdheren Eindrlngtiefen In die Probe wird mog- 
llch. Es kdnnen somIt hohe Peakleistungen bei Verwendung von gerlngen mittleren Anre- 
30 gungsleistungen technisch realisiert werden, so da6 die Belastung der biologischen Prapa- 
rate bzw. der Proben gering gehalten, ein hohes Signal-/ Rauschverhaltnis und eine hohe 
Auflosung in axialer und lateraler Richtung erzlelt werden. 

Fiir alle beschriebenen Anordnungen kann vortellhaft iiber einen Weilenfrontsensor, der 
35 Qber eInen Strahlteller (nicht dargestellt) mit dem Mikroskopstrahlengang in Verbindung 
steht. die Wellenfrontanpassung erfaBt und kontrolliert bzw. definiert eingestellt werden. 
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Anspruche 

1. Mikroskop, bei dem im Beleuchtungsstrahlengang und/oder im Beobachtungsstrah- 
lengang eine adaptive Optik vorgesehen ist. 

5 

2. Mikroskop nach Anspruch 1 , bei dem sich im Beobachtungsstrahlengang zwischen 
Objektiv und Tubuslinse ein transmittierender Welienfrontmodulator befindet. 

3. Mikroskop nacii Ansprucli 2, bei dem im Beobaciitungsstralilengang zwisclien Ob- 
10 jektiv und Tubuslinse mindestens ein reflektiver Welienfrontmodulator angeordnet 

ist. 

4. Mikroskop nacli Anspruch 3, wobei die Einkopplung des reflektiven Wellenfrontmo- 
dulators bzw. der reflektiven Wellenfrontmodulatoren iiber Strahlteiler vorgeselien 

15 ist. 

5. Mikroskop nach Anspruch 1 , bei dem sich im Beleuchtungsstrahlengang zwischen 
Lichtquelle und Kondensor ein Welienfrontmodulator befindet. 

20 6. Mikroskop nach Anspruch 5, bei dem ein transmittierender Welienfrontmodulator 
vorgesehen ist. 

7. Laser • Scanning - Mikroskop, bei dem der Laserstrahlungsquelle mindestens eine 
adaptive Optik nachgeordnet ist. 

25 

8, Laser - Scanning - Mikroskop nach Anspruch 7, mit einer ersten adaptiven Optik zur 
Crobeinstellung und einer zweiten adaptiven Optik zur Feineinstellung der Wellen- 
front. 

30 9, Laser • Scanning - Mikroskop nach einem der AnsprQche 7 oder 8, bei dem die adap- 
tive Optik als reflektierender Welienfrontmodulator ausgebildet ist. 

10. Laser - Scanning - Mikroskop nach einem der Anspruche 7 bis 9 mit einem Kurz- 
pulslaser als Laserstrahlungsquelle. 

35 

1 1 . Laser - Scanning - Mikroskop nach einem der Anspruche 7 bis 1 0, bei dem der Laser- 
strahlungsquelle eine Prechirplng - Einheit zur Kompensation der Croup Velocity 
Dispersion (GVD) nachgeordnet ist. 



wo 99/06856 



PCT/EP98/04801 



- 13 - 

12. Laser - Scanning - Mikroskop zur Mehrphotonenanregung mit Kurzpulslaser nach 
Anspruch 10, bei dem der Laserstrahlungsqueile eine Prechirping - Einheit sowie 
mindestens eine adaptive Optik nachgeordnet sind. 
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Phasenmodulator im Beobachtungs-Strahlengang 
eines Lichtmikroskops: 

Variation der Fokuslage 



Objekt 



/ Vv'neue Fokalebene 



urspriingliche Fokalebene 



FIG. 1a 



ObjekHv 



urspriingliche Wellenfront- 
■modulierte Wellenfront — 



zur Tubuslinse 



Wellenfront modulator 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 99/06856 3 / 10 PCT/EP98/04801 



Phasenmodulator im Beobachtungs-Strahlengang 
eines LichtmikrosKops: 

Anpassung der Fokuslage im Objekt 
Ausfiihrung mit deformierbaren Spiegel (n) 
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Tubuslinse 




FIG. lb 
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Phasenmodulator im Beobachtungs-Strahlengang 
eines Lichtmikroskops: 
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Phasenmodulator im Beleuchtungs-Strahlengang 
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Aktuatorstrukturen 

FIG. 4a FIG. Ub 





dr prop. 1/r 



dr prop. 1/r 



FIG. 4c 



FIG Ud 





dr prop. l/r2 



Astigmatismus, Koma oder 
andere Winkelkorrekturen 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 99/06856 



7 / 10 



PCT/EP98/04801 



Phasenmodulatoren 
unterschiedliche Realisierungsformen 
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and the tube lens or a reflective wave front 
modulator is connected via beam splitters. The 
invention also relates to a microscope with an 
adaptive optics system in the illuminating beam. 
The invention further relates to a laser scanning 
microscope comprising at least one adaptive 
optics system positioned downstream from the 
laser in the optical beam and advantageously a 
first adaptive optics system for coarse focusing 
and a second adaptive optics system for fine 
focusing, whereby the adaptive optics system 
can be configured as reflective wave front 
modulator and the laser as short pulse laser. In 
addition a combination with a pre-chirp unit can 
be provided for. 



PHASS MOmitATOR tti OSSeRVMTION BEAM OF A UGHT 



AiuusiM£Nr or rocusiNo pomon in ihe o&iectwe 




€30RREC1H> MU« mim 



WAVE FROKT MOmfLATOR 
OAVCO^N^ FRONT 



OVI0i OBJECT 



Data supplied from the esp@cenet database - Worldwide 



http://v3.espacenet.com/textdoc?DB=EPODOC&IDX=WO9906856 



22.03.2004 



